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CELLULES CIBLES VIVANTES ET SES APPLICATIONS. 

&ty Methode devaluation de la performance cfun ensem- 
ble d'agents biologiques, tel qu'une banque de vecteurs de 
transfert de genes dans des cellules cibies vivantes (syste- 
me biologlque complexe). 
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L'invention est relative a une methode devaluation de la perfor- 
mance d'un ensemble d'agents biologiques, tel qu'une banque de vecteurs de transfert 
de genes dans des cellules cibles vivantes (systeme biologique complexe). 

Les progres relatifs aux transferts de gdnes en therapie genique 
5 dependent de la capacite a developper des vecteurs permenant I'expression d'une 
substance au niveau de la cellule cible, ladite substance ayant effectivement un effet 
thtrapeutique au niveau de ladite cible. II est done important de pouvoir disposer de 
vecteurs de qualite clinique, utilisables dans des essais de phase I. 

Pour Pobtention d'une information quantitative concernant les 
10 performances potentielles d'un vecteur de transfert de gene, les param&tres 
devaluation proposes dans la litterature sont : 

. le titre en particules physiques (pp) (Mittereder et al., J. Virol., 
1996, 70, 11, 7498-7509 ; Atkinson et al., NAR, 1998, 26, 11, 2821-2823 ; Kechli et 
al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 4, 587-590 ; Nelson et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 
15 16, 2401-2405), qui represente le contenu total en particules de vecteur ; habituelle- 
ment ce titre est evalue soit a partir du contenu en acides nucleiques des vecteurs 
(hybridation des acides nucleiques ou DO260 respectivement pour AAV et AdV), soit & 
partir du contenu en prolines virales (activite RT et contenu en p24, par exemple 
pour MLV et HTV, respectivement) ; la mesure physique des particules virales ou des 
20 genomes prtsente l'inconvenient de pouvoir etre confondue avec la presence de parti- 
cules defectives (defective -interfering particles ou DI) et 

. le titre en particules infectieuses (ip : unites infectieuses, unites de 
transduction) (Mittereder et al., prexrite ; Weitzman. et al., J. Virol., 1996, 70, 3, 1845- 
1854 ; Salvetti et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9, 5, 695-706) est evalue par F etude des 
25 changements observes dans les cellules infectees (replication virale, integration du 
provirus, lyse cellulaire, expression du transgSne), par des methodes essentiellement 
bastes stir les dilutions en serie, suivies soit par une extrapolation lineaire, soit par une 
approximation asymptotique ; ainsi ip mesure le nombre de particules actives dans le 
processus dont Pefifet est mesurt : ip ne correspond done pas a toutes les particules 
30 potentiellement actives ; ip constitue une partie des particules physiques {pp\ l'autre 
partie desdites particules physiques ttant constitute par des particules inactives {nip 
ou non-infectious particles), 
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. la detection des plaques, dans le cas de virus lytiques ; cette 
methode est quantitative mais difficile a mettre en ceuvre et ne peut pas s'appliquer 
aux virus non-cytopathiques et 

. la variation des rapports particules/infectivite. 
5 Par exemple, dans Particle au nom d'E.M Atkinson et al. (NAR, 

1998, 26, 1 1, 2821-2823) et dans la Demande Internationale PCT WO 99/1 1764, pour 
resoudre le probleme de la determination du titre et la comparaison de differents virus 
recombinants utilises en therapie genique, il est propose une nouvelle methode, consi- 
derte comme plus fiable que celles anterieurement utilisees et qui met en oeuvre 

10 essentiellement une etape d' amplification du materiel genetique viral dans une lignee 
cellulaire hote, des preparations de vecteur standard de titre connu obtenues par dilu- 
tions en s^rie et un controle interne de titre connu. De maniere plus precise, la 
methode comprend dans differents puits d'une plaque de microtitration, l'infection de 
cellules a Taide d'une preparation virale, la replication du genome viral dans ladite 

15 cellule hdte, la lyse chimique de ladite cellule, une hybridation de I'acjde nucleique 
puis la determination de la quantity relative d'acide nucleique viral replique dans 
chaque puits. 

Dans T article au nom d'A.R. DAVIS et al (Gene Therapy, 1998, 5, 
1 148-1 152), il est considere qu'une utilisation optimale des adenovirus recombinants 

20 en therapie genique passe par le developpement d'une technique adaptee a la separa- 
tion rapide de nouveaux recombinants qui ne sont pas contamines par le virus 
sauvage. Pour ce faire, les Auteurs de cet article proposent de creer des adenovirus 
recombinants en cotransfectant des cellules 293 avec TADN viral derive a partir de la 
region 3' du genome d'un recombinant qui ne comprend pas la region El mais qui 

25 exprime la proteine fluorescente (GFP ou green fluorescent protein) et un plasmide 
portant la region 5' du genome ; la cotransfection peut ainsi etre visualisee par 
microscopie de fluorescence. 

Les m^thodes de Tart ant^rieur font appel exclusivement a la mesure 
du titre en particules physiques (pp) et/ou a la mesure du titre en particules infec- 

30 tieuses (ip) pour evaluer un vecteur de transfert de g£ne. Les preparations de vecteur 
avec un titre eleve en particules infectieuses et un rapport particules 
physiques/particules infectieuses faible sont considerees comme etant de haute qualite, 
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ces deux parametres etant consideres comme foumissant une information quantitative 
concernant la perfonnance d'un vecteur de transfert de gene. 

Toutefois, les procedures actuelles utilisees pour evaluer pp ainsi 
que ip varient selon le type de vecteur, sont peu reproductibles et imprecises ; en 
outre, ces parametres ne sont pas suffisamment informatifs pour permettre de definir 
de maniere precise les caract^ristiques d'un vecteur et done d'evaluer ses perfor- 
mances. 

La presente invention s'est en consequence donnee pour but, de 
foumir un procede standardise qui soit apte a evaluer V interaction entre un vecteur de 
therapie genique et plus generalement de n'importe quel agent biologique, avec un 
systeme biologique complexe (cellules cibles vivantes). 

La presente invention a pour objet un procede devaluation de la 
performance d'un ensemble d'agents biologiques complexes dans des cellules cibles 
vivantes, avec lesquelles lesdits agents biologiques interagissent, lequel procede est 
caracterise en ce qu'il comprend au moins les Stapes suivantes : 

(a) la preparation, pour chaque agent biologique dudit ensemble, 
d'une ganune d'echantillons, obtenue par dilutions en s£rie dudit agent biologique & 
une concentration Rl , 

(b) Tincubation de chaque echantillon de ladite gamme de dilutions 
obtenue en 1. avec lesdites cellules cibles a une concentration constante R2, 

(c) la determination du produit P de la reaction Rl + R2, a un instant 

t, dans chacun desdits echan til Ions, 

(d) Tetablissement d'une courbe theorique H a partir desdits points 
exp&rimentaux Rl et P, pour chaque agent biologique par approximation iterative de 
parametres qui refletent la reaction R1+R2 -> P, audit instant t, conformement a 
I'equation suivante : 

P = P max (7iRl) f / (k + (nRl) r ) r=I,...,n (2), 

dans laquelle : 

Rl represente la concentration en agent biologique dans un echan- 
tillon de la gamme, 

P represente le produit de la reaction Rl + R2 a un instant t, 

Pmax represente la capacite maximale de la reaction, 
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k represente la resistance du systeme biologique a une concentration 
constante R2 a repondre audit agent biologique (constance de resistance de R2), 

r represente un coefficient qui depend de Rl et qui correspond au 
coefficient de Hill, et 

5 n represente la puissance intrinseque de Pagent biologique Rl a 

induire une reponse dans le systeme biologique (production de P a Pinstant t), et 

(e) le tri des valeurs de k et de n obtenues en (d), pour chaque agent 
biologique et la selection de Pagent biologique le plus adapte a P application recher- 
ch£e. 

10 Le proced£ selon Pinvention consiste k analyser pour chaque gamme 

d' agent biologique k tester, sur la base de P equation de Hill, la reponse du systeme 

biologique (production d'un produit P k un instant t). 

L'equation de Hill est une formalisation generate qui decrit 

Pinteraction entre differentes molecules. Elle exprime la quantite de produit forme 
15 comme une fonction de la concentration des reactifs et de la constante d'aflinite du 

systeme. 

Originellement developp^e pour P etude de la dissociation entre 
Phemoglobine et Poxygdne, Pequation de Hill englobe Panalyse de la cinetique 
enzymatique par Pequation de Michaelis-Menten, Panalyse de la liaison ligand- 
20 recepteur et Panalyse des systemes allosteriques. 

En effet, conform£ment a Hill, pour une reaction simple : 

Rl +-R2 P 
K, 

dans laquelle Paffinite K entre Rl et R2 change en fonction de leurs 
25 concentrations ; P Equation de Hill decrit P accumulation du produit P comme une 
fonction de la concentration de Pun des reactifs (Rl) et des proprietes intrinseques (K) 
du systeme. 

P = 2 Pma* • Rl r / (K + Rl) r (R2 constante) (1) 

dans laquelle Rl, P, P™ et K represented respectivernent la 
concentration du rSactif Rl, la concentration du produit P, la capacite maximale de la 
reaction et la constante d'affinite entre Rl et R2. 
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Le coefficient de Hill r est une fonction de Rl . r est egal a 1 lorsque 
des sites de liaison interactifs independants sont impliquees entre Rl et R2, comme 
dans le cas decrit par Michaelis-Menten. r varie de I an pour des systemes dans les 
lesquels les sites impliqu£s dans I' interaction entre Rl et R2 ne sont pas independants 
5 les uns des autres. L'affinite pour Rl au niveau de n'importe quel site de liaison de R2 
varie cornme une fonction soit du degre d'occupation des autres sites de R2, soit de la 
concentration de Rl lui-meme ou soit de la concentration d'autres regulateurs (positifs 
ou negatifs). 

Ces analyses bashes sur l'equation de Hill se sont toujours limitees & 
10 des proteines individuelles ou a des systemes simples mis en oeuvre dans des condi- 
tions exp&imentales definies de manifcre tres precise. 

11 n'etait pas pensable, jusqu'& present que l'equation de Hill puisse 
s'appliquer & finteraction entre des systemes complexes telles que les cellules 
vivantes et des agents biologiques complexes tels que les virus, les vecteurs de trans- 
15 fert de g6nes, les vaccins, les proteines recombinantes ou les anticorps, par exemple. 

De mantere surprenante, I'lnventeur a maintenant trouve que 
Tanalyse de systemes complexes tels que l'infection d'une cellule par un virus ou un 
vecteur de therapie genique, ^tait possible par selection de parametres directement 
derives de l'equation de Hill. 
20 Premieres definitions 

- Rl correspond a la concentration en agent biologique ; il peut 
signifier, dans la pr^sente invention, selon le contexte, ['ensemble des concentrations 
obtenues par dilution de la preparation d'agent biologique, utilisees pour determiner le 
produit P ou V agent biologique lui-meme ; 

25 - on entend par agent biologique ; un vecteur de transfert de gines, 

un virus, un anticorps, un vaccin ou une proteine recombinante ; 

- R2 correspond k la concentration des cellules cibles vivantes, il 
peut signifier , dans la presente invention, selon le contexte, la concentration des 
cellules cibles vivante (constante) utilisee pour determiner le produit P ou les cellules 

30 cibles vivantes elles-memes ; 

- on entend par cellules cibles vivantes, des cellules cibles in vivo, in 

vitro ou ex vivo, avant leur modification par un agent biologique ; 
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- P (output) represente la reponse des cellules cibles R2 a chaque 
dilution d'agent biologique (input) k une concentration Rl ; le produit P peut etre 
determine soit directement, soit indirectement par la mesure de parametres biolo- 
giques refletant la reponse du systeme biologique (cellules cibles) audit agent biolo- 

5 gique (ou reaction R1+R2 ou processus biologique) ; il s'agit notamment de la mesure 
d'une activite enzymatique, de P expression d'un transgene, de la productivity d'un 

virus, de la cytotoxicity de la tumorigenfese, de Pimmunogenicite etc Dans ce cas, 

le test biologique mis en oeuvre pour determiner P est soit un test in vitro, soit un test 
in vivo ; il permet de determiner des parametres biologiques representatifs de la 

10 reponse du systeme biologique a P agent biologique etudie ; 

- les techniques utilisees pour determiner, estimer, analyser ou 
calcuier les valeurs de P & un instant t sont, de maniere non limitative, des mesures de 
radioactivite, de fluorescence, de luminenescence, d'absorbance ou le denombrement 
de cellules ; 

15 - le parametre n : n mesure la puissance intrinseque de Pagent bio- 

logique pour produire P dans les cellules cibles vivantes considerees ; n s'oppose k k 
(constante de resistance) qui constitue le facteur d'opposition desdites cellules & la 
production de P ; par exemple, dans le cas ou P agent biologique est represente par des 
particules virales infectieuses (Rl), Pon peut considerer que pour chaque particule 

20 virale infectieuse ajoutee, Pactivite du virus est donnee par Pequation TtRl ; pour obte- 
nir une reponse des cellules cibles vivantes (production de P), la puissance intrinseque 
n doit etre sup&ieure & k dans la cellule, n constitue une caracteristique specifique de 
Pagent biologique etudie ; dans ce contexte, des variants d'un agent biologique etudte 
ne presenteront pas la mfime valeur de n dans un processus reactionnel donne. On peut 

25 considerer que n constitue un parametre refletant Pactivite chimique par opposition & 
la concentration pour des composes chimiques simples, n constitue un facteur de 
correction qui affecte la concentration Rl de Pagent biologique pour indiquer sa force 
ou activite reelle dans un processus reactionnel donne ; les variations de n affectent 
Pequation (2) en deplagant la courbe vers la droite ou vers la gauche selon que la 

30 valeur de k decroit ou croit ; la pente de la courbe obtenue & Petape (d) augmente, 
lorsque n augmente ; les courbes obtenues a Petape (d), qui ne different entre elies 
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qu'en ce qui concerae le parametre n, ne sont pas paralleles entre elks ; n est un 
parametre cle pour la caracterisation de Fagent biologique et la determination de sa 
performance pour accomplir la reaction (processus biologique) etudiee : n trouve une 
application directe et pratique dans F optimisation et la mise au point de Fagent 
5 biologique utilise, dans la mesure oil ce parametre permet de comparer la puissance 
relative de variants dudit agent ; toutefois, ce parametre ne permet pas seul d'evaluer 
F ensemble du systeme ; 

- le parametre k (constante de resistance) : k mesure la resistance 
interne des cellules cibles vivantes au processus biologique induit par Fagent biolo- 
10 gique pour Fobtention de P ; ic est une caracteristique specifique du processus biolo- 
gique (reaction entre Rlet R2) particulier et des cellules cibles vivantes (type cellu- 
laire) testees : le mSme processus biologique pour des lignees ou des types cellulaires 
differents conduira & Fobtention de parametres ic differents ; de plus, les facteurs qui 
ont une influence sur la performance d'une cellule dans la realisation dudit processus 
15 biologique, tels que les agents contaminants ou les agents toxiques, modifient la 
valeur de k pour ladite cellule ; on peut considerer que k est analogue aux constantes 
de dissociation ou d'affinit£ pour des composes chimiques ou des reactions biolo- 
giques simples ; les variations de k affectent liquation (2) en depla<?ant la courbe de 
la droite vers la gauche, selon que k augmente ou diminue ; les courbes obtenues & 
Fetape (d), qui ne different entre elles qu'en ce qui concerne le parametre k, sont 
paralleles entre elles ; k est un parametre cle pour 1'estimation des performances du 
test biologique selection^ pour ^valuer la reaction globale (reaction R1+R2) ; k 
trouve une application directe et pratique dans le developpement et la validation du 
test s61ectionn£ pour ^valuer la reaction dans laquelle intervient Fagent biologique et 
dans revaluation de la susceptibilite ou la sensibilite de differents types cellulaires h 
participer a ladite reaction. 

De manifcre surprenante, conformeraent au precede selon 
F invention, differents agents biologiques complexes et/ou differentes cellules cibles 
vivantes peuvent etre comparts et classes sur la base de leur performance evaluee par 
au moins les deux paramdtres ci-dessus mentionnes, designes par Fexpression 
« paramfetres de Hill ». 
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Ainsi une analyse precise et une comparaison de la reponse biolo- 
gique des cellules cibles vivantes tant in vitro qu'w vivo a des agents biologiques 
complexes devient effectivement possible. 

Egalement conform£ment a I' invention un certain nombre de para- 
5 metres, derives de l'equation de Hill, peuvent etre enregistres et utilises pour quanti- 
fier des caracteristiques pertinentes d'un systeme complexe : agent biologique, 
cellules cibles et processus ou reaction, resultant de leur interaction. 

Par exemple, dans le cas ou le systeme complexe est represents par 
1'infection d'une cellule par un virus, on peut observer un grand nombre d* interactions 
10 (proteine/proteine, proteine/acide nucleique, proteine/petite molecule), qui sont 
susceptibles d'etre, conform&nent k Pinvention, decrites par le procede mettant en 
oeuvre l'equation de Hill. La reaction globale, formalisee par les reactifs entrants 
(input), a savoir les virus et les cellules et les produits de la reaction (output) [reponse 
cellulaire il' infection] peut etre analysee en utilisant l'equation de Hill, et ce, quel 
15 que soit le nombre d'etapes intermediaires. 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, I 'agent 
biologique est selectionne dans le groupe constitue par les virus, les vecteurs de trans- 
fert de genes viraux et non-viraux, les vaccins, les anticorps et les proteines recombi- 
nantes. 

20 Des reactions complexes, telles que celles impliquant F interaction 

entre des virus recombinants (Rl) et des cellules vivantes (R2) et qui induisent une 
reponse biologique, peuvent etre analyses et les reactifs (Rl et R2) caracterises par le 
procede selon Tinvention mettant en ceuvre l'equation de Hill (parametres k et k) et 
Sventuellement au moins Tun des parametres derives, tels que definis ci-apres. 

25 Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, a 

Tetape (c), la determination de P est realised soit de mantere directe, par exemple par 
dosage de P, soit de maniere indirecte, par exemple, a Taide d'un test biologique 
convenablement selectionne pour la mesure d'au moins un param£tre ou une variable 
refletant la reponse des cellules cibles vivantes audit agent biologique, comme precise 

30 ci-dessus. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, il 
comprend, en outre, la mesure d'au moins Tun des parametres derives suivants : 
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- Pefficacite globale e de la reaction induite par F agent biologique 

sur ledit systeme, 

- le titre apparent t de l'agent biologique, 

- le titre absolu 8 dudit agent biologique, et 

5 - T index d'heterog£ndite r\ de ladite reaction biologique. 

Definitions de ces paramktres derives 

- efficacite globale e : e mesure Pefficacite globale maximale de la 
reaction agent biologique (Rl), caracterise par un parametre 7i donne et des cellules 
cibles vivantes (R2), caracterisees par un parametre k donne : e est done specifique du 

10 couple agent biologique (n)/systeme biologique (k) pour ce qui conceme la reaction 
etudiee ; des modifications des parametres n et/ou k entrainent des modifications du 
parametre e. e est un parametre cle pour la caracterisation de Pefficacite de la reaction 
globale mettant en oeuvre Rl et R2 ; il est en particulier important et utile pour 
Foptimisation du test lorsque netK ont et£ selectionnes et.pour etudier de manure 

15 separee les modifications soit de n> soit de k ; 

- le titre apparent x : dans ['equation de Hill (2), lorsque Rl 
augmente, r augmente de 1 a 2, 3, 4 .... et P approche sa valeur maximale ? msx . Dans 
F autre direction, Rl ne peut diminuer que jusqu'a un point minimal (Rl min ), auquel 
correspondent les valeurs minimales de r et de P. La courbe sigmoidale de Hill n'est 

20 pas symetrique : seul son bras droit est asymptotique Gtisqu'a P max ) ; sur son bras 
gauche, la courbe a une origine & Rlmin. D'un point de vue biologique, le fait qu'il 
n'existe pas de P pour Ri < Rl min , signifie qu'il n'y a pas de produit de reaction 
lorsque la concentration en agent biologique est < Rl m i„ : le systeme ne repond pas a 
des valeurs de Rl < Rlmin. Rlmin repr^sente done la quantite minimale de Rl qui 

25 induit une r£ponse dans les cellules cibles vivantes concemees et est represente par x ; 
le titre, defini de cette maniere, ne correspond ni a une valeur asymptotique, ni a une 
valeur approchee par extrapolation, mais un parametre precis de I'equation de Hill et 
correspond a Torigine mathematique de la courbe theorique obtenue en (d). On peut 
done considerer que x mesure la dilution limite ou le titre apparent de I' agent biolo- 

30 gique etudie ; la valeur de x est determine par la limite de sensibilite du systfeme et 
par la methode utilisee pour mesurer le produit P ; e'est la raison pour laquelle il est 
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denomme titre apparent ; t est specifique de la quantite d'agent biologique teste et 
represente la concentration apparente de F agent biologique ; il est exprime en unites 
par volume (dilution maximale d'agent biologique qui induit la production de P). En 
d'autres termes, x est represent^ par le Rl maximal pour lequel le coefficient de Hill r 

5 atteint sa valeur minimale, ledit coefficient de Hill devenant constant pour une valeur 
£gale k ou proche de 1. t selon la presente invention, correspond au titre generalement 
utilise pour les virus, les anticorps et les vecteurs ; toutefois, contrairement a ce qui est 
decrit dans Tart anterieur, ce parametre seul ne permet pas d'evaluer un systeme 
biologique complexe. Les variations de t affectent 1'equation (2) en depla^ant la 

10 courbe vers la droite ou vers la gauche, selon que la valeur de x decroit ou croit, 
respectivement. t constitue un parametre cle qui mesure la concentration apparente du 
stock initial d'agent biologique, qui est necessaire a ('usage que Ton souhaite en 
faire ; 

- titre absolu 0 : 0 mesure le titre absolu en agent biologique ; la 
15 valeur de 0 n'est ni determine, ni dependante de la limite de sensibilite des cellules 
cibles testees ou de la methode utilisee pour mesurer P ; c'est la raison pour laquelle 0 
est denomme titre absolu ; 0 est specifique de la quantite initiale d'agent biologique 
teste ; il represente la concentration physique reelle en agent biologique et est exprime 
en unites/volume (i. e. la dilution maximale d'agent biologique qui induit la produc- 
20 tion de P) ; 0 est obtenu, conform£ment & 1'equation (3) suivante : 

0tt = t/s O), 
dans laquelle s represente la sensibilite de la methode de detection. 
En consequence, pour des agents biologiques evalues en utilisant la 
raeme methode de detection de P, Texpression suivante, representee dans Tequation 
25 (4) suivante est valable : 

Glftl / t1 =02*2/ T2 = 0nrcn / tn = constante (4). 
En utilisant 1'equation (4), le rapport entre deux titres absolus 
correspondant a deux preparations d'agents biologiques differents, peut etre obtenu a 
partir des valeurs de n et de t de ces deux preparations d'agents biologiques. Les 
30 variations de 0 affectent 1'equation (2) en depla^ant la courbe vers la droite ou vers la 
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gauche et/ou en changeant la pente de la courbe. 9 est le parametre qui mesure la 
concentration absolue initiale en agent biologique. 

- Tindex d' heterogeneite r\ : r| mesure Theterogeneite interne de la 
reaction. Les processus complexes, tels que ceux lvalues dans la presente invention, 
5 consistent en une succession d'evenements dans un reseau multidimensionnel de 
reactions biologiques reliees entre elles et interregul^es. Ainsi, la constante de resis- 
tance k pour une reaction particuliire est un indicateur macroscopique de la resistance 
globale de la reaction biologique (k = KiXK2XKj...K 0 ). Si la contribution des constantes 
microscopiques de resistance (ici, K2, ...Ki,...Kn) pour les paliers individuels impliques 

10 dans la reaction etaient homogdnes, et qu'aucun seuil n'existait pour passer d'un 
palier a l'autre ; dans ce cas, on n'observerait aucune discontinuite dans revolution du 
coefficient de Hill par rapport a Rl. Cependant, l f existence d'une heterogeneite 
importante parmi les valeurs K t correspondant aux paliers individuels microscopiques 
pourrait conduire & une discontinuite macroscopique du systeme. Cette heterogeneite 

15 pourrait entrainer des modifications dans la variation du coefficient de Hill et en 
consequence, le besoin d'un saut quantitatif des valeurs macroscopiques de k afin que 
Tequation (2) s'ajuste aux donn^es. La presence d'une heterogeneite interne dans la 
reaction R1+R2 peut etre detectee par l'apparition de paliers dans revolution du 
coefficient de Hill, correspondant k la courbe de Hill qui s'ajuste aux donnees experi- 

20 mentales. ti est done defini comme Tindex d 1 heterogeneite et sa valeur correspond au 
nombre de paliers observes dans revolution du coefficient de Hill : un palier : r] = 1 ; 
deux paliers : r\ = 2 ; trois paliers : rj = 3 ; n paliers : tj = n. tj est un parametre cle 
pour ('analyse detaillee de la reaction. II est utile pour r etude de chaque palier identi- 
fy. La presence de paliers se traduit par une discontinuite brusque de k ; en 

25 consequence, chaque palier est determine par une constante de resistance macro- 
scopique tc differente. Les systfcmes dans lesquels n = 2 peuvent ainsi etre decrits a 
Taide d'une equation de Hill dans laquelle k prend deux valeurs differentes : k! et k2, 
selon les valeurs de RI considers : une partie de la courbe est decrite par k1 et une 
autre partie de la courbe est decrite par k2. Les courbes de Hill decrivant la reaction 

30 globale, caracterisees par T) = 2 sont des hybrides generees a partir de deux courbes de 
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Hill paralleles different uniquement par le parametre k. La transition d'une courbe & 
T autre peut modifier la pente de la courbe de Hill resultante. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, la 
mesure du parametre devaluation e repr^sentant Tefficacite specifique d'un agent 
5 biologique apte a induire la production de P dans lesdites cellules cibles vivantes est 
realisee : 

- soit par mesure de la pente, de la courbe H theorique obtenue en 
(d), a son point d' inflexion, 

- soit par calcul du maximum de la derivee premiere 5P/8R1 et 
10 eventuellement de la derivee seconde de la courbe theorique H obtenue en (d) ; en 

effet, Tefficacite de la reaction decrite dans Tequation (2) est donnee par 
T augmentation de V output P qui peut etre obtenue en augmentant V input Rl . Ainsi, la 
derivee premiere de P par rapport k Rl, ou la pente de la courbe decrite dans 
Tequation (2) fournit Tefficacite globale de la reaction pour chaque input ou entree 
15 Ri. 

L'efficacite globale maximale ou c est done bien exprimee directe- 
ment soit par la pente au point d'inflexion de la courbe decrite dans Tequation (2), soit 
par le maximum de sa derivee 5P/6RI. A la fois la pente de la courbe donnee par 
Tequation (2) et le maximum de 5P/5R1 augmentent lorsque z augmente. 

20 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, il 

comprend, en outre, la mesure des parametres suivants : rc/P mHX , K/P max ou z/? msx Ces 
valeurs corrigees sont independantes de la capacite maximale(P ma x), elles permettent 
done de mieux comparer les differents parametres, n, k et e dans le cas ou P max serait 
difKrente selon les syst£mes ou bien dans le cas ou Tagent biologique affecterait P^ax 

25 Selon encore un autre mode de mise en ceuvre dudit procede, les 

valeurs des parametres de Hill correspondant a chaque agent biologique sont compa- 
res a celles obtenues avec un agent biologique de reference. 

figalement conformement a Tinvention, pour valider Tanalyse de la 
reaction R1+R2 par Tequation de Hill, le proedde peut comprendre en outre une etape 

30 de traitement des donnees experimentales obtenues a Tetape (d) (Hill plot), confor- 
mement a Tequation suivante : 



2802645 



13 

log I P/( 1 -P)l vs. logRl. 

£galement conformement a I' invention, la selection des agents 
biologiques, des vecteurs par exemple, presentant des valeurs minimales acceptables 
pour les parametres selection's : k, r, e, 9, t, ij, n/P maXj K/P max ou e/P max peuvent 
avantageuseraent etre soumis a une analyse iterative pour obtenir la courbe H la mieux 
ajustee statistiquement aux valeurs experimental es Rl et P. 

Les agents biologiques, selectionnes, conformement au procede 
selon I' invention sont ensuite valides definitivement pour leurs proprietes biologiques. 

De maniere avantageuse, les parametres k, r, e, G, t, rj, nfPmax, 
K/P m ax ou s/P max obtenus conformement au procede selon P invention sont utilises 
pour : 

- valider et optimiser les agents biologiques utilisables dans une 
application particuliere ; 

- developper et optimiser les tests de caracterisation des agents 
biologiques sdlectionnes. 

En variante, ce sont les cellules cibles qui sont soumises a des dilu- 
tions en serie, Rl etant constante ; les Stapes (a) et (b) sont done modifiees en conse- 
quence et P^tape (d). comprend Petablissement d'une courbe theorique H la mieux 
ajustee aux valeurs expirimentales (P et R2) par iteration, en attribuant des valeurs 
aux differents parametres de P equation de Hill (P max , k, n et r). 

Outre les dispositions qui precedent, P invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere k 
des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1A reprfsente les courbes theoriques de Hill (H) obtenues 
par iteration a partir des valeurs exp^rimentales P et Rl (f(Iogdil)) des deux 
echantillons 1 et 2 de rAAV. Les parametres k, Tt, t et Pn^x de ces deux echantillons 
ont ete determines directement & partir de ces courbes theoriques ; 

- la figure IB repr£sente la courbe r = f(logdil) qui permet de deter- 
miner le parametre d'homog£neite du syst£me biologique (ti) ; 

- la figure 2 represente le plot de Hill (log I P/(l-P)[ = f(Rl)) ; 
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- la figure 3; illustre l'obtention du parametre e ; 
• la figure 4 repr&ente les valeurs experimentales obtenues (P et Rl) 
et Tensemble des valeurs theoriques calcutees qui ont servi au trace des differentes 
courbes presentees dans les figures 1 a 3 ; 
5 - la figure 5 represente les valeurs des differents parametres de Hill 

obtenues selon P invention pour les deux echantillons de rAAV etudies. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement k titre d'illustration de Tobjet de ^invention, dont Us ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 
W EXEMPLE : Evaluation de deux echantillons de vecteurs recombinants [virus 
associe & I'adenovirus recombinant (rAAV)] dans des cellules HeLa C37 

L'agent biologique etudie est un vecteur viral recombinant (rAAV) 
Deux stocks de rAAV (echantillon 1 et echantillon 2), obtenus selon les techniques 
classiques connues de Thomme du metier, decrites dans E.M. Atkinson et al. (NAR, 
15 1998, 26, 1 1, 2821-2823) ont ete evalues dans les cellules HeLa C37. Les cellules ont 
ete ensemenc£es dans les puits d'une plaque de microtitration a une concentration R2 
constante, puis infectees avec les dilutions en serie des Echantillons 1 et 2. Au temps 
t=48h k 72h, les cellules ont ete recoltees puis le genome viral a ete isole et hybride 
avec une sonde nucleotidique sp£cifique marquee, selon la technique du Dot Blot 
20 classiquement utiliste par Thomme du metier, decrite dans E.M. Atkinson et al. 
(NAR, 1998, 26, 11, 2821-2823). Le signal (produit P) representant la quantite 
d'ADN hybridee a ete mesure pour chaque dilution Rl des echantillons 1 et 2, a l'aide 
d'un phosphorimageur et les valeurs obtenues sont presentees dans la figure 4. Le test 
biologique mis en oeuvre (hybridation) permet d'evaluer la replication de r agent 
25 biologique (rAAV) dans les cellules cibles HeLa C37. 

Les etapes suivies, conformement au precede selon 1'invention pour 
analyser lesdits rAAV sont presentees ci-dessous. L'ensemble des valeurs des diffe- 
rents parametres de Hill obtenues pour les echantillons I et 2 de rAAV est resume 
dans la figure 5. 
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Etape 1 : Determination de la courbe de Hill optimale (H) pour 
chaque preparation de vecteur (figure 1 A) 

La courbe de Hill optimale s'ajustant le mieux avec les valeurs expe- 
rimentales a 6te obtenue par iteration en attribuant des valeurs aux differents para- 
metres de l'equation de Hill , a savoir: P max , k, 7t, et r. Les meilleures courbes de Hill 
obtenues pour les echantillons 1 et 2 sont presentees sur la figure I A, elles corres- 
pondent respectivement aux valeurs theoriques HI et H2 des echantillons 1 et 2, 
(figure 4). Les valeurs de P sont exprimees en unites arbitrages (pixels) en fonction du 
log de la dilution du vecteur (Rl). 
Pour Fechantillon 1, on obtient : 

P= 2,05 (0,125 Rl) r / (450 + (0,125 Rl) r ) 
Pour r echantillon 2, on obtient : 

P=2 V 35 (0,172 Rl) r /(450 + (0,172 Rl) r ) 

* Avec r=l,0, 1,0, 1,25, 1,5, 1,75, 2,0, 2,25, 2,5, 2,75 

* Le syst&me utilise pour ce test (les cellules HeLa C37) est suppose montrer la meme 
resistance vis & vis des deux echantillons( k=450). 

Etape 2 : Trace du plot de Hill (figure 2A et 2B) 
D'apr£s les resultats exp^rimentaux (valeurs de P et de Rl), le plot de Hill 
correspondant a log I P/(1-P)l en fonction de logRl a ete trace pour les deux echantil- 
lonsjfigures 2D (echantillon 1) et 2D* (echantillon 2)]. La regression lineaire obtenue 
montre que les donnees presentees dans la figure 1A repondent bien a l'equation de 
Hill. 

Etape 3 : Determination de la concentration limite (titre x) des 
preparations de vecteur (figure 1 A) 

x est determine par la valeur maximal e de Rl pour laquelle le coefficient de 
Hill (sur la courbe optimale de Hill) est 6gal 4 1. Les valeurs x des echantillons 1 et 2 
ont ete determinees k partir des courbes de la figure 1 A, les valeurs obtenues sont de 
5,89 pour les deux echantillons. 
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Etape 4 : Determination de I'efficacite (e) et de I'efficacite stan- 
dardise (e/P ma ») (figure 3) 

L'efficacite est la pente de la courbe de Hill (ou de toute courbe sigmoidale 
traduisant les valeurs obtenues) k son point d* inflexion. 
5 e a ete calculee comme suit : 

La courbe H' (H'=5H/5R1), derived de H a ete traced. 

La valeur maximale atteinte par la courbe correspondant a e a ete determined 
pour les echantillons 1 et 2, les valeurs obtenues sont 0, 808 et 0,906, respectivement 
(figure 3). 

10 Etape 5 : Determination de l'homogenlite du systeme biologique 

(t0, (figure IB) 

La courbe r en fonction de log dil (f(Rl)) a £te tracee et le nombre 
de paliers sur la pente de la courbe a £te determine. 

Le parametre d'homogeneite r\ a ete determine comme suit, en 
15 fonction du nombre de paliers (un palier ; 71=1, deux paliers ; ti=2, x paliers ; r[=x) 

Pour le systeme biologique teste, on obtient r|— 1. 
Etape 6 : Caracterisation complete du vecteur (figure 5) 
L'ensemble des valeurs obtenues pour chacun des parametres 

suivants : 

20 P.™*, K, r, £, T, 71, TJ, E/P m ™ f rc/Pmaxet K/P max , permet de caracte- 

riser chaque preparation de vecteur. 

Etape 7 : Classement des vecteurs en fonction de leur perfor- 
mance (figure 5) 

Les vecteurs ont ete classes en fonction des valeurs obtenues pour : 

25 P max , K, 71, T, 7C/P max et K/P m „. 

L'analyse des valeurs des differents parametres de Hill obtenues 
pour les deux echantillons de vecteur recombinant permet de tirer les conclusions 
suivantes : 

Les deux echantillons montrent des titres apparents equivalents 
30 (r=5,89) ; cependant les titres absolus sont differents 9i/92=7r 2 /7i|=0,725 et la 
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puissance de Tdchantillon 2 (*,=0,172) est sup£rieure & celle de fechantillon 1 
(712=0,125). 

Cette valeur n'est pas compensee par la puissance corrigee Jr/Pmax 
puisque Ton retrouve une valeur pour I'echantillon 2 (n/P max =0,07) superieure a celle 

de I'echantillon 1 (7t/P max =0,06). 

En considerant que k est constant, c'est-a-dire que les cellules HeLa 
C37 montrent la meme resistance vis-a-vis des deux echantillons, Techantillon 2 est 
legerement plus efficace que i'echantillon 1 (e 2 =0,906>ei= 0,808) et sa capacite 
maximale P max =2,35 est superieure i celle de I'echantillon 1 (P«ax=2,05). 

Resultats : 

Ces determinations montrent que : 

Les titres apparents de deux lots d'un meme vecteur sont equivalents 
et correspondent a ce qui est gen^ralement determine dans 1' Art anterieur, alors que la 
determination des parametres de Hill et eventueUement des param^tres derives permet 
de mettre en evidence des differences dans leur puissance corrigee et leur efficacite. 
La caracterisation de deux lots d'un meme vecteur viral, k l'aide des parametres 
pertinents de Hill et eventueUement de ses parametres derives permet done bien de 
valider et d'optimiser des agents biologiques (preparations de vecteurs viraux par 
exemple) utilisables dans une application particuliere (therapie g^nique in vivo). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
viennent d'etre ddcrits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir & I'esprit du technicien en la mattere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la pr&ente invention. 
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REVINDICATIONS 
1°) Procede devaluation de la performance d'un ensemble d' agents 
biologiques complexes dans des cellules cibles vivantes, avec lesquelles lesdits agents 
biologiques interagissent, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend au 
5 moins les etapes suivantes : 

(a) la preparation, pour chaque agent biologique dudit ensemble, 
d'une gamme d'echantillons, obtenue par dilutions en serie dudit agent biologique & 
une concentration Rl , 

(b) T incubation de chaque echantillon de ladite gamme de dilutions 
10 obtenue en 1 . avec lesdites cellules cibles k une concentration constante R2, 

(c) la determination du produit P de la reaction Rl + R2, a un instant 
t, dans chacun desdits echantillons, 

(d) Petabiissement d'une courbe theorique H a partir desdits points 
experimentaux Rl et P, pour chaque agent biologique par approximation iterative de 

15 parametres qui refletent la reaction R1+R2 P, audit instant t, conformement a 
Fequation suivante : 

P = Pmax (7tRl) r / (k: + (ttRI)') r=l,...,n (2), 

dans laquelle : 

Rl represente la concentration en agent biologique dans un echan- 

20 tillon de la gamme, 

P represente le produit de la reaction Rl + R2 k un instant t, 

Pmax represente la capacity maximale de la reaction, 

k represente la resistance des cellules cibles vivantes a repondre 

audit agent biologique, 

25 r represente un coefficient qui depend de Rl et qui correspond au 

coefficient de Hill, et 

7t represente la puissance intrinseque de Tagent biologique k induire 
une reponse dans les cellules cibles vivantes, et 

(e) le tri des valeurs de k et de n obtenues en (d), pour chaque agent 
30 biologique et la selection de V agent biologique le plus adapte a l'application recher- 

chee. 
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2°) Procede selon la revendi cation 1, caracterise en ce que ledit 
agent biologique est selectionne dans le groupe constitue par les virus, les vecteurs de 
transfert de ggnes viraux et non-viraux, les vaccins, les anticorps et les proteines 
recombinantes. 

5 3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 

rise en ce qu'& Petape (c), la determination de P est realisee soit de maniere directe, 
par exemple par dosage de P, soit de maniere indirecte, par exemple, a Paide d'un test 
biologique convenablement selectionne pour la mesure d'au moins un parametre ou 
une variable refletant ia reponse du systeme biologique audit agent biologique. 
10 4°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 3, carac- 

terise en ce qu'il comprend, en outre, ia mesure d'au moins Tun des parametres d£ri- 
vis suivants : 

- I'efficacite globale s de la reaction induite par P agent biologique 

sur ledit systdme, 

15 - le titre apparent x de P agent biologique, correspondant a Porigine 

de la courbe theorique H obtenue en (d), 

- le titre absolu 9 dudit agent biologique defini par Pequation 
8ji = t/s (3), dans laquelle s reprdsente la sensibilite de la methode de detection, et 

- P index d'heterogeneite r\ de ladite reaction biologique. 

20 5°) Procedd selon Pune queiconque des revendications 1 h 4, carac- 

terise en ce que la mesure du parametre devaluation e representant I'efficacite speci- 
flque d'un agent biologique apte k induire la production de P dans les cellules cibles 
vivantes est realisee soit par mesure de la pente de la courbe theorique obtenue en (d) 
a son point d'inflexion, soit par calcul du maximum de la deriv£e premiere et even- 

25 tuellement de la deriv^e seconde de la courbe theorique obtenue en (d). 

6°) Procede selon Pune queiconque des revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce qu'il comprend en outre la mesure des parametres suivants : 7i/P max , K/P max 

ou 6/Pmax. 

7°) Procede selon Pune queiconque des revendications 1 a 6, carac- 
30 terise en ce que les valeurs des parametres de Hill correspondant a chaque agent 
biologique sont compares a celles obtenues avec un agent biologique de reference. 
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8°) Proc£d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, carac- 
terise en ce que pour valider Tanalyse de la reaction R1+R2 par F equation de Hill, le 
proc6de peut comprendre en outre une etape de traitement des donn^es experimentales 
obtenues a Tetape (d) (Hill plot), conformement a Tequation suivante : 
5 logl P/(I -P)| vs.logRl. 

9°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, carac- 
teris£ en ce qu'il comprend : 

. la selection des agents biologiques pr^sentant des valeurs mini- 
males acceptables pour les param&res selectionnds : k, k, r, e, 9, x, tj, n/?^, K/P max 
10 oue/P max et 

. r analyse iterative des courbes H correspondant auxdits agents 
biologiques selectionn^s, conformement & P equation (2), pour eliminer les valeurs 
elevees par compensation, suivie de 

. T elimination des agents biologiques qui compensent et pour 
15 lesquels des courbes alternatives peuvent etre obtenues, pour la constitution d'une liste 
d' agents biologiques a action optimale. 
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